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1 A MUNKA ELOZMENYEIL KITUZOTT CELOK

1.1 A Kkutatas elé6zményei

A takarmanyozas elsddleges célja, hogy kiegyensulyozott taplaldanyag ellatottsagot biztositson az
allatok szamara, igy megfelel0 alapot szolgéltasson az ¢letfenntartashoz, a ndvekedéshez ¢€s a
szaporodashoz. A gabonafélék monogasztrikus gazdasagi allataink legfébb, kérddzo allatainknak
pedig fontos takarmany alapanyagai, amelyekkel azonban toxikus anyagok is bekeriilhetnek a
takarmanyokba.

A trichotecénvazas mikotoxinok a Fusarium penészgomba fajok masodlagos anyagcsere termékei.
Gazdasagi jelentdségiik és gyakorlati eldforduldsuk alapjan ennek a mikotoxin csalddnak
legnagyobb jelentdségii tagjai a deoxinivalenol (DON) és a T-2 toxin, valamint azok toxikus
metabolitjai.

Toxikus hatasaikrol mar szamos ismerettel rendelkeziink, amelyek az egyes bioldgiai folyamatok,
valamint az azokat szabalyozé mechanizmusok paramétereiben bekovetkezo valtozasokat tiikrozi.
Ezek jelentds része azonban vagy in vitro modellekkel végzett vizsgalatokon, vagy in vivo, de
altalaban szubletalis, szubkronikus vagy kronikus mikotoxin terhelések eredményein alapulnak.

A T-2 toxin és a DON hatdsaival, ezen beliil kiemelten a szabadgyok képzdédéssel jard
folyamatokra, valamint a szervezet antioxidans véddrendszerére gyakorolt hatasaik
mechanizmuséaval kapcsolatban még szdmos kérdés var megvalaszolasra. A hosszan tartd
mikotoxin terhelést kovetéen kimutatott biokémiai valtozasok ugyanis csak egy folyamat végso
allapotat jelzik, amelynek soran egyre fokoz6dd mértékli karosodas, de akar adaptacid is
el6fordulhat.

Fontos kérdés tovabba, hogy a T-2 és a DON mikotoxinok takarmanyokkal tortént felvételét
kovetden mennyi id6vel valtanak ki toxikus hatdsokat. Az sem tisztazott, hogy ezen beliil milyen
mértékben indukalnak oxidativ stresszt, illetve az antioxidans rendszer biokémiai és molekularis
markerei milyen sorrendben és mértékben indukalédnak. Egyértelmii valasz azonban ezekre a
kérdésekre jelenleg még nem adhato.

Ezen tulmenden, a mikotoxinok, igy a T-2 toxin és a DON, a halak, illetve a madarak szervezetére
kifejtett rovidtava hatasai jelenleg még csak kevésbé ismertek, igy kisérleteimhez modell
szervezetként a gazdasagi szempontbdl fontos ponty és hazityuk fajokat valasztottam.

Az altalam elvégzett vizsgalatsorozat célja a fentiek alapjan annak feltdrdsa volt, hogy eltérd
mérték per os mikotoxin terhelés hatasara a lipidperoxidacio €s az antioxidans védérendszer
egyes tagjai, valamint a xenobiotikum transzformal6 rendszer, milyen mértékben, és kiemelten
milyen egymast kovetd lépések soran, aktivalodik, vagy meriil ki. Ezeket a folyamatokat
enzim/fehérje, illetve génexpresszids szinten is vizsgaltam pontyok és brojlercsirkék majaban
rovidtava T-2 toxin vagy DON terhelés soran.



1.2 Célkitiizések

1. Vizsgalataim {6 célkitiizése az volt, hogy megvizsgéaljam egyes trichotecénvazas mikotoxinok
(T-2 toxin és DON) hatasat a lipidperoxidacios folyamatokra, valamint a glutation redox
rendszer egyes elemeinek valtozasara, valamint azok de novo szintézisének szabalyozasara a
terhelést kovetd elsd 24 oraban két eltérd élettani sajatossdgokkal rendelkezd allatfajban, a
pontyban ¢és brojlercsirkében.

2. A brojlercsirkékkel végzett vizsgalatok esetében tovabbi célom volt felmérni az altalam vizsgalt
paraméterek valtozasainak életkorral 9sszefiiggd eltéréseit azonos mértékii mikotoxin terhelés
mellett.

3. Célom volt meghatarozni a takarmanyrészek athaladdsanak tranzit idejét a bélcsatornaban,
amely befolyasolja a mikotoxinok bélcsatornabol vald felszivodasara rendelkezésre allo
id6tartamot, ennek alapjan pedig Osszefiiggéseket keresni az altalam vizsgélt paraméterek
értékeiben észlelt valtozasok ¢€s a mikotoxinok felszivodasat kovetd ido kozott.

4. A vizsgalatok eredményei alapjan tovabbi célom volt annak felmérése, hogy az altalam vizsgalt
mikotoxinok hatdsara a méjban keletkezd reaktiv oxigén gyokok a szennyezett takarmany
felvételét kovetden eldidéznek-e lipidperoxidacios folyamatokat, illetve ezek hatasara milyen
idGintervallumban és milyen sorrendben aktivalodnak a glutation redox rendszer egyes elemei
mRNS ¢és fehérje/tripeptid szinten.

A fenti célok eléréséhez az alabbi kisérleteket allitottam be, és paraméterek vizsgélatit végeztem
el:

I.  Egyszeri, szubletélis T-2 toxin vagy DON rovidtavua (24 6rés) hatdsanak felmérése egynyaras
pontyok mdjaban:

a) a lipidperoxidacios folyamatok esetén az iniciacios szakasz markereinek (konjugalt
diének (CD) és konjugiélt triének (CT)), valamint a termindcids szakasz metastabil
végtermékének (malondialdehid (MDA)) mennyiségére;

b) abiologiai antioxidans rendszer mikodését jelz6 paraméterek valtozasara (glutation
peroxiddz (GPx) aktivités, redukalt glutation (GSH) tartalom),

C) tovabba, a foszfolipid hidroperoxid glutation peroxidaz enzim fehérjét kodolo gének
(glutation peroxidaz 4 a és b (Gpx4a és Gpx4b)), valamit a Keapl/Nrf2-ARE (kelch-like
ECH-associated protein 1/ nuclear factor E2-related factor 2/antioxidans valaszelem)
utvonal transzkripcios faktorait kodolo egyes gének (Keapl, Nrf2) expresszios
valtozasaira.

Il. Rovidtava (24 6rés), szubletalis T-2 toxin vagy DON hatasanak felmérése eltérd életkort (1

és 3 hetes) brojlercsirkék méjaban:

a) a lipidperoxidacios folyamatok esetén az iniciacios szakasz markereinek (CD és CT),
valamint a terminécios szakasz metastabil végtermékének (MDA) mennyiségére;

b) a bioldgiai antioxidans rendszer mitkodését jelz6 paraméterek valtozasara (GPx aktivitas,
GSH tartalom),

c) valamint a glutation redox rendszer egyes elemeit kodold gének (glutation peroxidaz 4
(Gpx4), glutation szintetaz (Gss), glutation reduktaz (Gsr)) expresszios valtozasaira.



2 ANYAG ES MODSZER

2.1  Mikotoxinok termeltetése és a kisérletesen szennyezett takarmanyok elkészitése
2.1.1 A takarmanyok kisérletes mikotoxin szennyezése

A kisérletekhez felhaszndlt mikotoxinok termelését kollaboracido keretében a KE-MTA
,Mikotoxinok Az Elelmiszerldncban” kutatocsoport végezte kukoricadara szubsztraton. A T-2
toxin esetében a Fusarium sporotrichioides NRRL 3299 torzset, mig a deoxinivalenol (DON)
esetében a Fusarium graminearum NRRL 5883 torzset alkalmaztak.

A brojlercsirkékkel folytatott kisérletek soran ismert koncentracioban trichotecénvazas
mikotoxinokat tartalmazoé kukoricadarat a tervezett koncentracio eléréséhez sziikséges
mennyiségben  kevertink a  kiilonb6zé  csoportok  brojler neveld teljes  értéki
takarmanykeverékéhez.

A pontyokkal végzett kisérlet soran kereskedelmi forgalomban 1évé Aqua Garant Classic™
takarmanyt ledaraltuk majd a T-2 toxint vagy DON-t ismert koncentracioban tartalmazo
kukoricadaraval kevertiik 0ssze. Az egyes kezelési csoportok adagjait kdzvetleniil felhasznalas
eldtt 1:4 aranyban desztillalt vizzel higitottuk, annak érdekében, hogy az gyomorszondan keresztiil
adagolhato legyen.

A mesterségesen szennyezett ¢s a kontroll takarmanyok DON ¢és T-2 toxin tartalmanak mérése
immunaffinitas elStisztitast kovetden nagy felbontast folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel
tortént.

2.2 Kisérleti protokoll és mintavételezés
2.2.1 Pontyokkal végzett vizsgalatok

A pontyokkal végzett vizsgalatok sordn gyomorszondédn keresztiil egyszeri alkalommal juttattam
a kontroll vagy a mikotoxinokkal mesterségesen szennyezett takarmanyt a halak
emésztdcsatorndjaba. A kisérlet inditdsakor, majd az egyszeri mikotoxin terhelést kovetd 8., 16.
és 24. 6raban kezelésenként, véletlenszertien kivalasztott, 6-6 allatbol keriilt sor mintavételre. A
dekapitaciot kovetden a halakbdol post mortem majmintat vettem a biokémiai és molekularis
biologiai vizsgalatokhoz. A tranzitidd megfigyelése céljabol metil-narancs indikatorral 1%
mennyiségben kiegészitett takarmanyt juttattam egy kiilon csoport emésztécsatornajaba.

2.2.2  Brojlercsirkékkel végzett vizsgalatok

Az eltéro életkoru brojlercsirkékkel végzett kisérletben ad libitum etetéses kisérletet allitottam be
1 és 3 hetes ¢életkort madarakkal. A kisérlet induldsakor, majd a mikotoxinnal szennyezett
takarmany etetésének megkezdését kovetd 4., 8., 12., 16., 20 ¢és 24. o6raban kezelésenként,
véletlenszertien kivalasztott, 5-5 allatbol keriilt sor mintavételre. A madarakbol az elvéreztetést
kdvetden post mortem méj mintat vettem a biokémiai és molekularis bioldgiai vizsgalatokhoz.

2.3 Biokémiai médszerek

A malondialdehid (MDA) koncentraciot a maj nativ homogenizatumaban mértem Matkovics et al.
(1988) altal modositott Placer et al. (1966) altal leirt modszer szerint. A redukalt glutation-
koncentraciot (GSH) a majbol készitett 1:9 homogenizatum 10.000 szupernatans frakciojaban
mértem Sedlak és Lindsay (1968) modszerével. A glutation-peroxidaz (E.C. 1.11.1.9) (GPx)
aktivitdsat a maj 1:9 homogenizatum 10.000 g szupernatans frakci6jaban mértem Matkovics et al.
(1988) modszere szerint. A 10.000 g szupernatans frakcié fehérjetartalmat pedig annak a Folin-
fenol reagenssel adott szinreakcidja alapjan mértem (Lowry et al., 1951), ahol szarvasmarha
szérum albumin szolgalt standardként.



2.4  Génexpresszios vizsgalatok
2.4.1 RNS tisztitdas és reverz transzkripcio
A Kkisérleti allatok majmintaibol, 5 mg szovetbdl Trizol reagenssel teljes RNS-t tisztitottam, a

OD 260/280 mutato6 esetén a 2.0 érték feletti mintakat fogadtam el. A genomi DNS szennyezddést
DNaz kezeléssel tavolitottam el, a gyartd leirasa alapjan. Mintanként 1000 ng RNS-b6l random
nonamerrel (9-mer) reverz transzkripcié soran cDNS-t hoztam létre mindkét vizsgalt allatfaj
esetén. A cDNS-bOl kezelési csoportonként poolokat hoztam I1étre, egyedenként egyenld
mennyiségli cDNS-b6l, amelybdl a qPCR méréseket végeztem.

2.4.2 Real-time PCR vizsgalatok pontyban

Az Nrf2, Keapl és a glutation-peroxidaz 4a és b (Gpx4a és Gpx4b) célgének, valamint a S-actin
haztartasi gén expressziojat kvantitativ, real-time PCR-rel vizsgaltam, SYBRGreen modszerrel. A
méréseket Step One Plus™ Real-Time PCR systems késziilékkel végeztem, Maxima SYBRGreen
gPCR Master Mix felhasznalasaval, 5 ismétlésben. A qPCR hémérsékleti profil a Gpx4a és Gpx4b
génekre: 95 °C 10 perc elédenaturacio, majd 95°C 15 sec, 55°C 30 sec és 72C 30 sec, 45 cikluson
keresztiil ismételve, mig az Nrf2 és a Keapl célgének esetében 95 °C 10 perc elédenaturacid, majd
95°C 15 sec, 60°C 30 sec és 72°C 30 sec, 45 cikluson keresztiil.

2.4.3 Real-time PCR vizsgdlatok hazityukban

A Gpx4, a Gss és a Gsr célgének valamint a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (Gapdh) belsé
kontroll gén expressziojat kvantitativ, real-time PCR-rel vizsgaltam, duplex qPCR moédszerrel. A
célgénekre és a haztartasi génre tervezett specifikus primerek és eltéro fluoreszcens festékkel jelolt
dual labelled (MGB-NFQ) TagMan probak lehet6vé tették a két géntermék egyidejii vizsgalatat.
A méréseket Step One Plus™ Real-Time PCR systems késziilékkel végeztem, Maxima Probe
gPCR Master Mix felhasznalasaval, 5 ismétlésben. A qPCR hémérsékleti profil a kovetkezo volt:
95 °C 10 perc elédenaturacid, majd 95°C 15 sec, 58°C 30 sec és 72°C 30 sec, 45 cikluson keresztiil.

2.4.4 Real-time PCR eredmények kiértékelése

A PCR termék specifitasat €s a primer dimerek jelenlétét TagMan probak esetén gélelektroforézis,
mig a SYBRGreen mddszer esetén gélelektroforézis €és olvadasi gérbe (melting-curve) analizis
segitségével ellendriztem. A Ct értékeket a cél- és kontroll gének esetén is a StepOne™/
StepOnePlus™ (v2.2) Szoftverrel hataroztam meg és szamitottam ki a delta Ct (ACt) és a delta-
delta Ct értékeket (-AACt), végill az RQ (relativ kvantifikicio; RQ = 2-AACt) értékeket
szémitottam (Livak és Schmittgen, 2001).

2.5 Statisztikai értékelés

A kisérleti eredmények statisztikai értékelését (leird statisztikai szamitasok, egytényezds
varianciaanalizis (ANOVA)) a GraphPad Prism 5.04 szoftver (GraphPad Software Inc., San
Diego, USA); a kéttényezOs varianciaanalizist (Two-Way ANOVA)), Student-Newman-Keuls
post-hoc test) a MedCalc for Windows 12.3 programmal végeztem (MedCalc Software, Ostend,
Belgium). Az ANOVA értekelés alapjan az egyes mintavételi idopontokon beliil hasonlitottam
Ossze az egyes csoportok értékeit paraméterenként, mig a Two-Way ANOVA eredményeként az
egyes dozisok ¢és az id6 egyiittes hatdsat vizsgaltam a paraméterekben. Ennek eredményeképpen
megallapithatd, hogy az idének (H) és a kezelésnek (T), illetve a két tényezonek egyiittesen (TxH)
van e szignifikans hatdsa az egyes paraméterekben bekovetkez6 valtozasokra.



3 EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK
3.1 Pontyokkal végzett kisérletek

A tranzitidét a metilnaranccsal szinezett takarmany bejuttatdsatél a szines {iriilék elsd
megjelenéséig eltelt id6 alapjan hataroztam meg mikotoxin terhelésben nem részesiilt allatokban.

Az egynyaras pontyokkal végzett kisérletben a 19+ 1 °C vizhdmérsékleten a takarmany
tranzitideje 16 ora volt.

A vizsgalatban résztvevd pontyok esetében a takarmanyt egyszeri alkalommal, gyomorszonda
segitségével juttattam a halak emésztOcsatorngjaba, ezéltal a tranzitidd meghatarozza a
mikotoxinok biologiai elérhet6ségének idejét is, ugyanis hozzavetblegesen ez az idétartam all
rendelkezésre azok felszivodasara a bélcsatornabol, mivel ezt kovetden nem tortént tovabbi
takarmany felvétel. Ennek alapjan feltételeztem, hogy a tranzitidd hossza 0sszefliggést mutat a
mikotoxin terhelés hatasara kialakul6 biokémiai és génexpresszios valtozasok idejével.

3.1.1 A rovidtava T-2 toxin terhelés eredményeinek dsszefoglalasa és megbeszélése

1. tablazat A kisérlet soran alkalmazott T-2 toxin dézisok az egyes csoportokban (mg/kg testtomeg)

L Tl T2 T3
Kezelési csoport Kontroll (alacsony) | (kozepes) | (magas)
T-2 <0,02 0,15 0,33 1,82

Ponty fajra a szakirodalomban nem all rendelkezésre LDsp érték a T-2 toxinra vonatkozdan. Ennek
alapjan olyan dozisokat valasztottam, amelyek mas allatfajok esetében mar bizonyitottan
toxikusnak tekinthet6k, melyeket az 1. tdblazatban tiintettem fel.

A legnagyobb alkalmazott dozis esetén 19%-os mortalitast tapasztaltam a kezelést koveto 8. és 16.
ora kozott. Szakirodalmi adatok alapjan ismert volt, hogy a T-2 toxin halakban is a leginkabb
toxikus trichotecénvazas mikotoxin, amelyet sajat korabbi vizsgédlataim eredményei is
megerdésitettek.

A lipidperoxidacids paraméterekben T-2 toxin hatdsdra csak kismértékll eltérést tapasztaltam a
kontroll csoporthoz viszonyitva, annak mind iniciacids, mind terminacios szakaszat tekintve. Az
egyes kezelések koziil a legnagyobb, T3, dozissal kezelt csoportban tapasztaltam szignifikans
mértékil emelkedés a 8. draban, bar emelkedd tendencia megfigyelhetd volt a CD, a CT, valamint
az MDA értékek esetében is a 8. €s 16. oraban. Ennek alapjan levonhato az a kovetkeztetés, hogy
a T-2 toxin, az altalam alkalmazott dodzistartomanyban csak mérsékelten novelte a
lipidperoxidacids folyamatok intenzitasat a vizsgalat 24 oraja alatt.

Az antioxidans rendszer a T-2 toxin hatasara gyorsan aktivalodott, amelyet az bizonyitott, hogy a
16. oraban nagymértékii emelkedést tapasztaltam mindharom kezelt csoportban, mind a GPx
aktivitasban, mind pedig a GSH tartalomban. Fontos kiemelni azt is, hogy eredményeim alapjan
nem csak a dozis nagysaganak, de a kezeléstol eltelt idonek, illetve ezen két paraméternek egytittes
hatasa is kimutathatd volt minden kisérleti csoportban. A kitettség megsziinésével (16 Oras
tranzitid6), a 24. orara, ugyanakkor a glutation redox rendszer mennyisége/aktivitasa visszatért a
kontroll szintre.



Az eredmények tiikrében levonhato az a kovetkeztetés, hogy a T-2 toxin ROS képzddést indukalt
a pontyok madjaban, amelynek hatdsara aktivalédott az antioxidans védorendszer €s ezaltal
hatékonyan semlegesitette a kialakuld oxidativ stresszt. A lipidperoxidacidés folyamatok
intenzitasaban emiatt csak kismértékli emelkedés volt kimutathat6. Eredményeim azonban csak
kozvetve vethetéek Ossze mas, pontyokkal végzett, kisérletek eredményeivel, mivel hasonld
paramétereket eddig csak hosszabb tavu, szubkronikus, expoziciot kovetden vizsgaltak.

A 24 6ras kisérleti idészak elsé 16 oraja kulcsfontossdgunak bizonyult, amely feltevésem szerint
Osszefligg a takarmany tranzitidejével, az ugyanis meghatdrozza a mikotoxin felszivodasara
rendelkezésre allo idét. Ezt tamasztja ald az a megfigyelésem is, hogy a lipidperoxidacios
folyamatokban, valamint a glutation redox rendszer markereiben megallapitott szignifikans vagy
tendenciaszerii emelkedés leginkabb a 16. 6raban volt kimutathat6, mig azt kovetden, a 24. orara,
jellemzden visszatértek a kontroll szintre.

A Keapl-Nrf2 szabalyozasi utvonalban szerepet jatszo fehérjék génexepreszios szintii valtozasait
is nyomon kovettem. Ebben az esetben elnyujtott és fluktuald hatast tapasztaltam, ami azt jelenti,
hogy a Keapl gén esetében kezdetben dozisfiiggd csokkenést, késébb pedig dozisfiiggd
emelkedést tapasztaltam. Id6ben a fluktuacidé mértéke is dozisfiiggének mutatkozott. A kontrolhoz
viszonyitva megnovekedett génexpressziot csak a 24. 6raban tapasztaltam. Az Nrf2 génexpresszo
esetében az iddbeli eltolodéas nagyobb mértékii volt, olyannyira, hogy a kezelést kdvetd 8. draban
még nem volt valtozas, tovabba a dozisfliggés sem volt annyira kifejezett, mint a Keapl esetén. A
T3 csoportban az Nrf2 génexpresszioja csokkent a 16. 6raban a kontrollhoz képest. A 24. draban
a Keapl esetén a T2 és T3 csoportokban, mig az Nrf2 esetében a T1 csoportban tapasztaltam
emelkedett értékeket, amely eltérések, tekintettel az alkalmazott szubletalis dozisokra és az azok
altal kivaltott oxidativ stressz mértékére jol magyarazhaté az oxidativ stressz hierarchikus
modelljével. A halakban kiemelkedéen fontos antioxidans szereppel bird foszfolipid hidroperoxid
glutation peroxidaz gének (Gpx4a és Gpx4b) esetében az id6 fiiggvényében eltérd valtozasokat
tapasztaltam. A Gpx4a esetén a 8. 6raban a génexpresszio emelkedését, mig a Gpx4b esetén
csokkenését, a 24. oraban viszont mindkét gén expresszio indukcidjat észleltem a kontrollhoz
viszonyitva, ami a Gpx4a esetén dozisfiiggd tendenciat is mutatott, és a legnagyobb dozis esetén
kiemelked6en nagymértékii volt. A Gpx4b vizsgalati paraméter esetében azt is fontosnak tartom
kiemelni, hogy kezdeti gatlast kovetden a T1 csoportban a 16. draban, mig a T2 és T3 csoportokban
csak a 24. oraban figyeltem meg a novekvd mértékii génexpresszidt, ami a nagyobb dozisok
esetében azok elnyujtott hatdsara utal. Ez az eltérd valaszreakcid feltevésem szerint
Osszefiiggésben allhat a Keapl-Nrf2 szabdlyozasi ttvonalnak a mikotoxinok hatasara bekovetkezd
ROS képzddées altal kivaltott aktivacigjaval, vagy éppen gatlasaval.

A szakirodalomban jelenleg kevés T-2 toxinnal kapcsolatos adat all rendelkezésiinkre halakra
vonatkozoan, még szubkronikus terheléssel kapcsolatban is. A kapott eredmények azonban
részben magyardazhatok egy korabbi, pontyokkal végzett, szubkronikus vizsgalatom
eredményeivel, amelyben hosszabb kezelési iddszak alatt fokozottan novekvé mortalitast
tapasztaltam, ugyanakkor az oxidativ stresszel 0sszefiiggd kordbban masok altal leirt valtozasok,
mivel azok hosszu tavh terhelés hatasara kovetkeztek be, a jelen kisérletemben leirt rovidtava
hatasokkal kozvetleniil nem vethetdek Ossze.

A T-2 toxinnal egyszeri, gyomorszondan keresztiil tortént terhelés soran az eltérd dozisu
mikotoxin terhelésnek kitett csoportokon beliill az egyes mintavételi idépontok kozott is
szignifikans eltéréseket tapasztaltam a lipidperoxidacios paraméterek, a glutation redox rendszer
markerei €s az utobbiak mennyiségének szabalyozéasaban szerepet jatsz6 gének esetében is. Ezek
a valtozasok azonban nem a kezelés kovetkezményei, ugyanis nem csak a kezelt, de a kontroll
csoportban is kimutathatok voltak. Ennek hatterében nagy valdsziniiséggel a biologiai cirkadian
ritmus, az egyszeri takarmanyfelvétel, illetve egyéb, jelenleg még nem ismert, faktorok is szerepet
jatszhatnak. Fontosnak tartom azonban kiemelni, bar vizsgélataim célja ettdl eltérd volt, hogy az
altalam alkalmazott 12:12 6ra fényprogram eltért a természetes nappali-¢jszakai 6rak szamatol. Ez
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a hatas azonban minden csoportban azonos volt, igy a mikotoxin terhelés hatasa az egyes
csoportokban megfeleléen vizsgalhato volt. A természetes cirkadidn ritmust ez a megvilagitasi
program természetesen megzavarhatta, amelynek hatasa az antioxidans rendszer egyes elemeire
mind fehérje, mind mRNS szinten is megnyilvanulhat.

Ebben a kisérletben a kezelés x id6 egyiittes hatasat tobb esetben statisztikailag is sikeriilt
alatdmasztanom, amely azt jelzi, hogy nem csak az alkalmazott d6zisnak, hanem a kezeléstdl eltelt
idonek is kulcsfontossagl szerepe van a kialakuld hatasok tekintetében. Mas tanulmanyokban is
leirtak nem csak dozis-, de idofiiggd, hatasokat a T-2 toxinnal kapcsolatban, igy példaul egyes
human sejtvonalakban.

3.1.2 A rovidtavii DON terhelés eredményeinek dsszefoglaldsa és megbeszélése

Ponty fajra a szakirodalomban nem all rendelkezésre LDsp érték a DON mikotoxinra vonatkozoan.
Ennek alapjan olyan do6zisokat valasztottam, amelyek mas allatfajok esetében mar bizonyitottan
toxikusnak tekinthet6k, amelyeket a 2. tablazatban tiintettem fel.

2. tablazat A kisérlet soran alkalmazott DON dézisok az egyes csoportokban (mg/kg testtomeg)

L D1 D2 D3
Kezelési csoport Kontroll (alacsony) | (kozepes) (magas)
DON <0.02 0,13 0,31 1,75

A kisérlet 24 oras idOtartama alatt mortalitast egyik kisérleti csoportban sem tapasztaltam,
amelynek hatterében a DON mas trichotecénvazas mikotoxinokhoz, igy a T-2 toxinhoz
viszonyitott kisebb toxicitasa allhat.

A lipidperoxidacios paraméterekben, mind az inicidcios, mind a termindcios szakaszt tekintve a
DON hatasara szignifikdns mértékli eltéréseket tapasztaltam. A 16. 6rdban mindhdrom dozis
hatasara szignifikdns mértékben megemelkedett a CD ¢és CT érték, tovabba az MDA
koncentracioja is szignifikansan nagyobb volt a kontrollhoz viszonyitva a legnagyobb dozissal
kezelt (D3) csoportban a kezelést kovetd 16. €s 24. éraban. Az eredmények alapjan tehat levonhatd
az a kovetkeztetés, hogy DON hatasara lipidperoxidéacios folyamatok indukalddtak, annak
nicidcios ¢és terminacids szakasza egyarant, amelynek hatterében a DON 4altal indukalt ROS
képz6dés allhat. Ezen paraméterek esetén viszont a valtozasok a T-2 toxin terhelés hatasara csak
kisebb mértékben, €s csak tendenciaszeriien jelentkeztek.

Az eredmények alapjan az is megallapithato volt, hogy a lipidperoxidacios folyamatok mellett a
glutation redox rendszer is aktivalodott DON terhelés hatasara. Ezt bizonyitja, hogy a kezelést
kovetd 16. ordban jelentds mértékii emelkedést tapasztaltam mindharom dozisnal a GPX
aktivitasban és a GSH tartalomban. Fontos kiemelni azt is, hogy eredményeim alapjan nem csak a
kezelésnek, de a kezeléstdl eltelt idonek, illetve ennek a két paraméternek az egyiittes hatdsa is
érvényestlt.

A biokémiai valtozasok szempontjabol, a T-2 toxinhoz hasonloan, a 24 6ras kisérleti idészak elsd
16 oraja bizonyult kulcsfontossagunak, amely Gsszefliggésben allhat a tranzitidé hosszaval. Ezt
tamasztja ala az a megfigyelésem is, hogy a megfigyelt valtozasok a lipidperoxidacios folyamatok,
valamint a glutation redox rendszer markereiben tendenciaszer(i, vagy szignifikans mértékd,
emelkedést mutattak a 16. 6rdban, amelyek nagy része ezt kovetden, a 24. oOrdra, visszatért a
kontroll szintre.

A Keapl-Nrf2 utvonalban szerepet jatszo fehérjék génexpreszidjat szintén befolyasolta a DON
terhelés. A Keapl esetén a D2 csoportban minden mintavételi iddpontban indukciot, mig a D1 és
D3 csoportokban indukciot és gatlast egyarant tapasztaltam a kiilonb6zé mintavételi
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idopontokban. A Keapl génexpresszidja a 8. draban csokkent a D1 csoportban, majd ezt kdvetden
16. 6raban emelkedett a D1 és D2, ami a 24. ¢éraban mar csak a D2 csoportban volt kimutathato.
A D3 csoportban ugyanakkor a kisérlet 24 o6raja alatt csak kismértékii eltérések voltak
kimutathatoak. Az Nrf2 esetén is azt talaltam, hogy a génexpresszio mértéke az egyes mintavételi
iddpontokban hol emelkedett, hol viszont csokkent. A 8. éraban példaul a D1 csoportban csokkent,
a D2 és D3 csoportokban viszont emelkedett. A 16. 6raban mindharom csoportban, dézisfiiggd
mértékben csokkent, a 24. éraban viszont csak a D1 csoportban lehetett szignifikdns mértékii
indukciot kimutatni, azonban a mért értékek dozistiiggd eloszlasa tovabbra is megfigyelhetd volt.
A Keapl és Nrf2 gének expresszidja esetén, tehat a T-2 toxinhoz hasonldéan kettds valtozasokat
tapasztaltam, azonban eltéré tendencidban, amelyek azonban nem mutattak egyértelmi
Osszefliggést sem a dozisokkal sem az idGvel, egyik mikotoxin esetében sem. A Gpx4a és Gpx4b
expresszioja kezdeti gatlast kovetden, a kontrollhoz képest emelkedést mutatott, amely a T-2
toxinhoz hasonléan elnyujtottan, csak a 16. 6raban tortént mintavételt kdvetden jelentkezett,
azonban a legtobb esetben azonban az emelkedés mértéke a kontrollhoz képest csak
tendenciaszert volt.

A szakirodalomban jelenleg kevés DON-nal kapcsolatos adat all rendelkezésilinkre halakra
vonatkozoan, még szubkronikus terheléssel kapcsolatban is. A kapott eredmények azonban
részben magyarazhatok egy kordbbi, pontyokkal végzett, szubkronikus vizsgalatom
eredményeivel, amelyben hosszabb kezelési iddszak alatt mar fokozottan novekvd mortalitdst is
tapasztaltam, ugyanakkor az oxidativ stresszel Osszefiiggd kordbban, masok altal leirt valtozasok,
mivel azok hosszu tavh terhelés hatasara kovetkeztek be, a jelen kisérletemben leirt rovidtava
hatasokkal kozvetleniil nem vethetdek Ossze.

DON hatasara a kisérleti csoportokon belill az egyes mintavételi idépontok kozott szignifikans
eltéréseket tapasztaltam a lipidperoxidacios folyamatok markerei, a glutation redox rendszer egyes
elemeinek és annak szabalyozasaban szerepet jatszo gének esetében is. Ezek a valtozasok azonban
nem csak a mikotoxin terhelésnek kitett, hanem a kontroll csoportban is kimutathatéak voltak,
amelynek feltehetd okéara vonatkozdan kordbban mar utaltam.

Ebben a kisérletben statisztikailag a kezelés x id6 hatasat is alatdmasztottam a legtobb paraméter
esetében, amely azt jelzi, hogy nem csak az alkalmazott d6zisnak, hanem a kezeléstdl eltelt idonek
is kulcsfontossagu szerepe van a kialakuldé hatasokban, valamint azok mértékében. In vitro
modellekben, sejtvonalakkal végzett vizsgalat soran is leirtak mar korabban, a DON-al
kapcsolatban, nem csak dozis-, de egyidejiileg id6fiiggd valtozasokat is.



3.2 Eltéré életkoru brojlercsirkékkel végzett kisérletek

A tranzitidét a metilnaranccsal szinezett takarmany etetésétdl a szines iirlilék megjelenéséig
szamitott id6 alapjan hataroztam meg, mikotoxin terhelésben nem részesiilt allatokban, mindkét
korcsoportban. Az egy hetes brojlercsirkékkel végzett kisérletben a takarmany bélcsatornan valo
athaladasanak ideje 5 ora 45 perc, a harom hetes brojlercsirkékkel végzett kisérletben is szinte
azonos, 5 6ra 40 perc volt.

A kisérlet soran a madarak a teljes idoszak (24 ora) alatt ad libitum, folyamatosan fogyaszthattak
a T-2 toxinnal vagy DON-nal mesterségesen szennyezett vagy kontroll takarmanyt. A
takarmanyfelvétel napi ritmusa, valamint a tranzitidé egyarant 6sszefliggésben allhat a T-2 toxin
vagy DON terhelés hatasara kialakulo els6 valaszokkal. A takarmanyfelvételtdl eltelt idd, valamint
a tranzitidé hossza ugyanis befolyasolja a mikotoxinok felszivodasara rendelkezésre allo idot,
amely O0sszefiiggést mutathat a mikotoxin terhelés hatasara kialakuld biokémiai és génexpresszios
valtozasokkal. Ez a hatéas leginkdbb a mikotoxinnal szennyezett takarmany elso felvételét kdvetd
idészakban el6szor megjelend vélaszokban nyilvanulhat meg, a tovébbiakban azt ugyanis a
takarmanyfelvétel napi ritmusa mar elfedheti.

Az eltér6 életkort brojlercsirkékkel végzett kisérletekben alkalmazott mikotoxin dézisok a 3.
tablazatban lathatoak.

3. tablazat Eltéro életkoru brojlercsirkékkel végzett kisérletekben alkalmazott mikotoxin dézisok

Mennyiség a takarmanyban (mg/kg takarmany)
Kontroll T-2 toxin DON
T-2<0,02; DON < 0,02 5,77 4,86
1 hetes allatok (mg/testtomeg kg)
Kontroll T-2 toxin DON
T-2<0,02; DON < 0,02
T ’ 1 1,7
(mg/kg takarmany) 35 I
3 hetes allatok (mg/testtomeg kg)
Kontroll T-2 toxin DON
T-2 <0,02; DON < 0,02
(mg/kg takarmany) 0.77 129




3.2.1 A rovidtava T-2 toxin terhelés eredményeinek dsszefoglalasa és megbeszélése 1 hetes
dllatok esetén

A kisérlet soran az alkalmazott dozis mellett elhullast nem tapasztaltam, amelyet egy hasonld
dozissal végzett korabbi rovidtavi etetési kisérletben is tapasztaltunk. A trichotecénvazas
mikotoxinokra a baromfifajok, azon beliil a hazityuk, irodalmi adatok alapjan, kevésbé
érzékenyek, mindazonaltal altalanosan elfogadott tény, hogy a T-2 toxin a leginkabb toxikus ebbdl
a mikotoxin csaladbol.

A trichotecénvazas mikotoxinok jol ismert takarmany visszautasitas el6idéz6 hatasat jelen kisérlet
sordn is tapasztaltam, ugyanis 1,35 mg/kg testtomeg doézisu T-2 toxin terhelés hatisara a
takarmany felvétel csokkenésének mértéke 11,25% volt.

Az 1 hetes madarak majaban a lipidperoxidacios folyamatok iniciacios szakaszat jelz6 CD és CT
mennyisége kismértékben emelkedett, az MDA tartalom azonban nem véaltozott a kisérlet 24 6ras
idGtartama alatt. A glutation redox rendszer viszont aktivalodott, amelyet az bizonyit, hogy a
kisérleti id6szak els6 8 orajaban szignifikans mértéki emelkedést tapasztaltam a GSH tartalomban
¢s a GPx aktivitasban is, ami azonban mindkét paraméter esetében a késObbiekben visszatért a
kontroll szintre. A glutation redox rendszer szabalyozasaban a T-2 toxin terhelés hatdsara szintén
szignifikans valtozasok kovetkeztek be. A Gpx4 génexpresszioja el6bb, a 8. 6raig emelkedett,
majd a kontroll szint ala cs6kkent. Ehhez hasonlo valtozasokat mutatott a GSS expresszidja is,
amely a 8. 6raig meghaladta, majd azt kovetden alatta maradt a kontroll csoport értékeinek, ami a
24. oraban mar szignifikans mértéki volt. Ezt a kettds hatast a Gsr esetében is tapasztaltam, ami
kezdeti, a 4. 6rara, emelkedésben, majd ezt kdvetden, a 16. drara, csokkenésben nyilvanult meg.

Osszefoglalva elmondhat6, hogy 1 hetes csirkékben T-2 toxin terhelés hatdsdra kismértékben
fokozodtak a lipidperoxidaciés folyamatok, a glutation redox rendszer rovid idén beliil
aktivalodott, majd visszatért a kontroll szintre. Szignifikdns mértékii kiilonbségeket tapasztaltam
a génexpresszios értékekben is, amely valamennyi vizsgalt gén esetén hasonlé tendenciat mutatott.
A kezdeti expresszid ndvekedést, a 8. oratdl csokkent mértékll expresszid kovette, ami ezt
kovetden alacsony szinten is maradt. Folyamatos toxin terhelésnél hosszu tavon ez feltételezhetéen
a gének altal kodolt enzimek csokkent mennyiségét/aktivitdsat eredményezi, ami kiilonb6zd
,feedback” mechanizmusokon keresztiil visszahathat a gének expressziojara is.

Brojlercsirkéknél szamos adattal rendelkeziink a trichotecénvazas mikotoxinokkal, igy a T-2
toxinnal Osszefliggd lipidperoxidacids hatasokrol, de jellemzden csak szubkronikus expoziciot
kovetden. Korabbi vizsgalatokban megallapitottak, hogy T-2 toxin terhelés hatdsara in vivo
brojlercsirkékben hosszl- és révidtavon, valamint in vitro, primer hepatocitakban, 48 6ra alatt
fokozddott a ROS termelés, amely aktivalta az enzimatikus antioxidans rendszert mind
génexpresszio, mind pedig fehérje szinten, amely alatamasztja az altalam leirt, 24 6ras periodus
soran, megfigyelt eredményeket.

A legtobb altalam vizsgalt paraméterben szignifikans mértéki eltéréseket tapasztaltam a kisérleti
csoportokon belill is az egyes mintavételi idopontok kozott. Csirke agyban korabban mar
bizonyitottak, hogy cirkadidn ritmus tapasztalhaté mind a GPx, mind a GSH esetében. Fontosnak
tartom azonban kiemelni, hogy a vizsgalatban alkalmazott folyamatos megvilagitas a természetes
cirkadian ritmust megzavarhatta az antioxidans rendszer egyes elemeiben mind fehérje, mind
pedig mRNS szinten, mivel azonban minden csoport azonos kornyezeti hatasoknak volt kitéve,
ezért az egyes csoportok kozotti kiillonbség megfeleléen vizsgalhaté volt.

Korabbi tanulmanyokban, baromfifélékben, T-2 toxin hatdsira, mind dézis-, mind id6fiiggo,
valtozasokat tapasztaltak az antioxidans rendszer elemeiben.
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3.2.2 A rovidtavi T-2 toxin terhelés eredményeinek dsszefoglalasa és megbeszélése 3 hetes
dllatok esetén

A kisérlet soran 0,77 mg T-2 toxin/kg testtomeg dézis mellett, elhullast nem, 12,77%-0s
takarmany-visszautasitast viszont tapasztaltam, hasonldéan az 1 hetes allatokhoz, amelyet kordbbi
hasonl6 dézisokkal végzett rovidtavu etetéses vizsgalatok is alatdmasztanak. A trichotecénvazas
mikotoxinokra a hazityik ugyan kevésbé érzékeny, de a T-2 toxint tekintik ezek koziil a leginkabb
toxikusnak.

T-2 toxin terhelés hatasara a 3 hetes madarak majaban a lipidperoxidaciés folyamatok terminacios
szakaszat jelz6 MDA kismértékben mar a 8. draban emelkedett, a CD és CT mennyisége azonban
nem tért el szignifikans mértékben a kontroll értékektdl, amelynek hatterében a lipidperoxidacios
folyamatok gyors, de csak kismértékii fokozddasa allhat. Az itt megfigyelt tendencidk hasonloak
az | hetes madarakkal végzett vizsgalat soran észleltekhez.

A glutation redox rendszer T-2 toxin hatasara aktivalodott, amelyet az bizonyit, hogy a kisérlet
elsd 8 oOrdjaban szignifikans mértékli emelkedést tapasztaltam a GSH tartalomban és a GPx
aktivitasban, ami viszont a késObbiekben visszatért a kontroll szintre, majd a 20. 6ranal lehetett
ismét szignifikins mértékii emelkedést kimutatni, ami viszont az 1 hetes allatoknal nem
jelentkezett.

A glutation redox rendszer szabalyozasidban T-2 toxin terhelés hatasara szintén szignifikans
mértékll valtozasok kovetkeztek be. A Gpx4 génexpresszidja ugyan nem valtozott jelentOs
mértékben, a GSs génexpresszidjanak tendencidja viszont folyamatos emelkedést mutatott, ami a
12., 20. és 24. 6raban mar szignifikans mértékii volt a kontrollhoz viszonyitva, ami viszont az 1
hetes allatoknal tapasztaltakhoz képest ellentétes tendencia. A Gsr expresszidjaban a kisérlet 16.
¢és 24 orajaban csokkenést mértem. A Gsr esetében szintén eltérd valtozasok voltak a két vizsgalt
korcsoportban, mivel az 1 hetes allatokban kett6s valaszt tapasztaltam, mig a 3 hetes allatoknal az
expresszio mértéke a T-2 toxin hatasara csokkent.

Korabbi vizsgalatokban, és mas allatfajoknal is, megfigyelték, hogy a kisérleti allatok életkora
befolyasolja a ROS képzddés mértékét, valamint egyes fehérjék szintézisét is.

Korabbi vizsgalatok soran megallapitottak, hogy T-2 toxin terhelés hatasara fokozodott a ROS
képzddés, amely kovetkezményesen aktivalta az enzimatikus antioxidans véddrendszert ugy
génexpresszio, mint fehérje szinten, amelyet a korabbiakban részletesen kifejtettem.

A legtobb altalam vizsgalt paraméter tekintetében szignifikans eltéréseket tapasztaltam tovabba a
kisérleti csoportokon beliil iS az egyes mintavételi idépontok kozott. A cirkadian ritmus
valtozasanak hatasat az antioxidans rendszerre kordbban mar szintén részletesen targyaltam.

A T-2 toxin hatasara a paraméterek tobbségében szignifikans Osszefiiggést talaltam a kezelés és
1d6 egyiittes hatasaban. Baromfiféléknél T-2 toxin hatdsdra mar kordbban is leirtak mind dozis-,
mind id6fliggd valtozasokat, tobbek kozott az antioxiddns rendszer egyes elemeiben, amit a
korabbiakban mar részletesen ismertettem.
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3.2.3 A révidtavit DON terhelés eredményeinek osszefoglaldsa és megbeszélése 1 hetes dllatok
esetén

A kisérlet sordn takarmany-visszautasitast vagy elhulldst nem tapasztaltam az alkalmazott 1,75
mg/ kg testtomeg dozis mellett, hasonléan mas, hasonld dozistartomanyban végzett rovidtava
etetéses vizsgalatok eredményeihez. Amint arra a korabbiakban mar utaltam a trichotecénvazas
mikotoxinokra a baromfifajok, azon beliil a hazitytk, csak kevésbé érzékenyek, emellett a DON,
a T-2 toxinhoz viszonyitva, kevésbé toxikus.

DON terhelés hatasara 1 hetes madarak majaban, a T-2 toxinhoz hasonldan, a lipidperoxidécios
folyamatok iniciaciods szakaszat jelz6 konjugalt diének és triének, valamint a terminacios szakasz
markere, az MDA tartalom, sem valtozott szignifikans mértékben a vizsgalt 24 6ras periodus alatt.
A glutation redox rendszerben szintén nem tapasztaltam szignifikans mértékii valtozasokat a 24
6ras DON expozicid alatt, ami viszont a toxikusabb T-2 toxin hatdsira, mindkét vizsgalt
korcsoportban, indukalodott, A glutation redox rendszer szabalyozasaban azonban szignifikans
valtozasok kovetkeztek be a DON terhelés hatasara is. A Gpx4 génexpresszidja a szennyezett
takarmény felvételét kovetden emelkedett, a 8. ordban mar szignifikdns mértékben eltért a
kontrolltdl, majd a kontroll szintre csokkent, ami 1 hetes madaraknal megegyezett a T-2 toxinnal
tapasztaltakkal. Ezzel szemben a Gss génepxresszid tendencidjaban csokkenést tapasztaltam,
amely szignifikdns mértékii volt a 8., 16. 20. és 24. draban, mig ezzel ellentétes, emelkedd értéket,
csak a 12. éraban mértem, tehat a hatas kettés volt, de a csokkenés domindnsabb volt. A Gsr
génexpresszidja esetén szintén kettGs hatast tapasztaltam, a 4. és 12. 6raban emelkedést, majd ezt
kovetben, a 16. oraban, csokkenést.

Brojlercsirkéknél mar szamos adattal rendelkeziink a trichotecénvazas mikotoxinokkal, elsdsorban
a T-2 toxinnal, 6sszefliggd lipidperoxidacios hatasokrol, de jellemzdéen szubkronikus expoziciot
kovetden. Mas vizsgalatok soran viszont azt is megallapitottak, hogy brojlercsirkék
vékonybelében oxidativ stressz alakul ki DON-nal szennyezett takarmany felvételét kovetden,
amelynek hatterében a hemoxigenaz €és a xantin-oxidoreduktdz enzimek génexpresszidjanak
indukcioja allhat. A szakirodalomban azonban ellentmondé adatok is talalhatok a DON terhelés
¢s a ROS képzddés Osszefliggésére vonatkozoan, és ezen tanulmanyok foképp csak DNS
karosodast allapitottak meg.

A mij vizsgalata alapjan Osszefoglalva elmondhatd, hogy 1 hetes brojlercsirkék kevésbé
érzé¢kenyen reagaltak a DON terhelésre a lipidperoxidacios folyamatok ¢€s a glutation redox
rendszer markereinek tekintetében, ugyanakkor szignifikans kiilonbségeket mutattam ki a
génexpresszios valtozasokban. Fontosnak tartom azt is kiemelni, hogy a Gss gén esetében a
génexpresszio tendencidjaban jellemzden csokkenést figyeltem meg a vizsgalt 24 6ras peridodus
alatt, amely hasonl6 volt a T-2 toxin esetében megfigyelt tendencidhoz az egy hetes allatoknal.

A legtobb paraméternél szignifikans eltéréseket tapasztaltam az egyes csoportokon beliil is a
mintavételi idopontok kozott. Csirke agyban korabban bizonyitottak, hogy a cirkadian ritmus
befolyasolja a GPx aktivitasat és a GSH mennyiségét, amelyet korabban mar részletesen
kifejtettem. Amint arra brojlercsirkékkel végzett kisérleteim kapcsan mar utaltam, a vizsgalat
soran alkalmazott folyamatos megvilagitas eltért a természetes nappali-¢jszakai ordk szamatol,
mivel azonban minden csoport azonos kornyezeti hatasoknak volt kitéve, ezért az egyes csoportok
kozotti kiilonbség megfelelden vizsgalhatd volt, bar a természetes cirkadian ritmust ez bizonyosan
megzavarta.

DON hatésara a lipidperoxidacios paraméterek és a génexpresszios valtozasok tobbségében
szignifikans mértékii kezelés x id6 hatas dsszefiiggést mutattak, a glutation redox rendszer altalam
vizsgalt paraméterei esetében azonban statisztikailag ezt nem tudtam alatdmasztani.
Megjegyzendd, hogy ezen paraméterek esetében a DON 6nalld hatasat sem lehetett kimutatni.
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3.2.4 A rovidtavit DON terhelés eredményeinek osszefoglaldasa és megbeszélése 3 hetes dllatok
esetén

A Kkisérlet alatt, 1,29 mg/ kg testtomeg dozis mellett, elhullast nem tapasztaltam, amelyet mas,
etetéses vizsgalatok eredményei is alatamasztanak. Ennek oka feltehetéen az, hogy a
trichotecénvazas mikotoxinokra, kiemelten a DON-ra, a hazitytk kevésbé érzékeny.

DON terhelés hatasara a 3 hetes madarak méjaban a lipidperoxidéacids folyamatok iniciacios
szakaszat jelz6 CD és CT, valamint a termindcios szakasz markere, az MDA tartalom, tobb esetben
is szignifikans mértékben kisebb volt a kontrollhoz viszonyitva a vizsgalt 24 oras periodus alatt.
Egy hetes allatoknal viszont ezen paraméterekben nem tapasztaltam szignifikans mértéki
valtozast. Ennek hatterében az egységnyi testtomegre szamitott DON toxinfelvétel mértéke,
valamint a takarmanyfelvétel napi aktivitdsaban fennallo kiilonbségek, tovabba az antioxidans
rendszer eltéré mértékli aktivitasa allhatnak. Emiatt feltehetd, hogy a két korcsoport toxinterhelése,
emiatt a ROS képzddés mértéke is eltérd lehet.

A glutation redox rendszerben fehérje/tripeptid szinten nem tapasztaltam valtozasokat a 24 oras
DON expozicio alatt, hasonloan az 1 hetes allatoknal kapott értékekkel, ugyanakkor ellentétben a
T-2 toxinnal tapasztaltakkal, amelynek hatterében a DON kisebb toxicitasa allhat.

A glutation redox rendszer szabalyozasaban ugyanakkor DON terhelés hatdsara szignifikdns
mértékll valtozasok kovetkeztek be. A Gpx4 génexpresszidja a 20. 6éraban DON hatasara
szignifikans mértékben nétt, hasonldan az egy hetes allatoknal tapasztaltakhoz, azonban ez a fiatal
madarakban mar korabban, a 8. oOraban, bekovetkezet. A GSS expresszio tendencidjaban is
folyamatos emelkedést tapasztaltam, a 24. Oras vizsgalati id6szak els6 20 orajaban, amelynek
mértéke DON terhelés hatasara szignifikdns volt a kontrollhoz viszonyitva a 16. és 20. 6raban. A
T-2 toxin terhelés 3 hetes allatokban hasonld valtozasokat idézett el6, az 1 hetes allatokban
megfigyelt valtozasokhoz képest azonban ellentétes hatasokat tapasztaltam a DON esetében is. A
Gsr esetében kettOs hatast tapasztaltam, a génexpresszio a 16. oraig csokkent, a 12. és 16. éraban
a kontrollhoz képest mar szignifikans mértékben, majd ezt kovetden, a 20. orara emelkedett. A
Gsr esetében ez a kettds hatas mindkét korcsoportra, és mindkét altalam vizsgalt mikotoxinra,
jellemzd volt, de a valtozasok tendencidja és annak mértéke eltért. Az életkorral Osszefiiggd
kiilonbségek hatterében az eltérd aktivitasi/mennyiségii és génexpresszidju antioxidans rendszer
allhat, amelyet mar a korabbiakban is részletesen ismertettem.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a harom hetes csirkék kevésbé érzékenyen reagiltak a DON
terhelésre a lipidperoxidacids folyamatok és a glutation redox rendszer mennyisége/aktivitasa
tekintetében, szignifikans kiilonbségek fOképp csak a génexpresszids valtozasokban voltak
kimutathatok. Fontosnak tartom azt is kiemelni, hogy a lipidperoxidacios folyamatok markereinek
értékei nem emelkedtek, hanem tébbnyire valtozatlanok maradtak, vagy csokkentek a kontroll
értékekhez viszonyitva, melynek hatterében a DON terhelés altal kismértékben indukalt
antioxidans rendszer allhat. A Gss expresszidja tendenciaszertien €s folyamatosan emelkedett, mig
a Gsr esetében kettds hatds volt megfigyelheto.

A legtobb altalam vizsgalt paraméter esetében szignifikans mértékli eltéréseket tapasztaltam a
kisérleti csoportokon beliil az egyes mintavételi idépontok kdzott, amelynek a cirkadian ritmussal
valo Gsszefliggését a korabbiakban mar ismertettem.

A DON hatasara a lipidperoxidacids paraméterek és az egyes vizsgalt gének expresszidjanak
mértéke tobbségében szignifikdns mértékben eltérd volt a kezelés x 1d6 Osszefiiggésében, a
glutation redox rendszer esetén azonban ezt statisztikailag nem tudtam alatdmasztani, igaz, hogy
ezekben a paraméterekben a DON 0nalld hatasat sem tudtam egyértelmiien bizonyitani az
alkalmazott dozisok mellett.
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4 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Pontyokkal végzett vizsgalatban megallapitottam, hogy az alkalmazott dézisok esetén, a vizsgalt
24 oras periddus alatt:

1.

2.

3.

A DON ¢s T-2 toxin hatisara egyarant aktivalodott a glutation redox rendszer,
lipidperoxidacids folyamatok azonban csak a DON hatésara indukalodtak.

A Keapl és Nrf2 génexpresszidjaban mindkét mikotoxin esetén tapasztaltam valtozasokat,
azok azonban nem mutattak egyértelmii 6sszefiiggést sem a dozisokkal sem az idével.

A Gpxda és Gpx4b génexpresszidja kezdeti kett6s hatast kovetden indukalodott, ami a
nagyobb ddzisoknal idében késobb jelentkezett mind a DON, mind a T-2 toxin esetén.

Eltér6 életkoru brojlercsirkékkel végzett kisérletekben megallapitottam, hogy az alkalmazott
dozisok hatasara, a vizsgalt 24 6rés periddus alatt:

4.

6.
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A DON esetében nem, a T-2 toxin hatasara viszont aktivalodott a glutation redox rendszer
mar az els6 8 éraban mindkét korcsoportban, a lipidperoxidacio azonban egyik mikotoxin
hatasara sem indukalodott egyik korcsoportban sem.

A vizsgalt gének koziil a Gss gén esetében a két korcsoportban ellentétes tendencidju
expresszios valtozas volt megfigyelhetd, az egy hetes allatoknal csokkenést, mig a harom
hetes allatoknal emelkedést tapasztaltam, mindkét mikotoxin esetében.

A Gsr gén esetében is tapasztaltam expresszids valtozasokat mindkét mikotoxin hatasara,
mindkét korosztalyban, a valtozasok azonban nem mutattak egyértelmi 6sszefliggést sem
az ¢életkorral sem az iddvel.



5 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1 Kovetkeztetések

Vizsgalataim elsédleges célja az volt, hogy felmérjem T-2 toxin vagy DON mikotoxin terhelést
kovetden a lipidperoxidacids folyamatok iniciacios €s terminacids markereinek mennyiségében, a
glutation redox rendszer egyes elemeinek mennyiségében/aktivitasaban, valamint a glutation
redox rendszer szabdlyozasaban résztvevo egyes gének expresszidjaban kimutathatd valtozasok
mértékét és iranyat ponty illetve eltérd életkorti brojlercsirkék esetén, 24 6ras iddszak alatt,
amelynek soran az egyes paraméterekben kimutathato idébeli valtozasokat is nyomon tudtam
kovetni. Célom volt tovabba felmérni a vizsgalt allatfajokban a takarméanyrészek bélcsatornan vald
athaladasanak tranzitidejét is, amely a mikotoxinok bélcsatornabol vald felszivodasara
rendelkezésre all6 id0 miatt Osszefiiggésben allhat az eldszor megjelend valaszreakciok
bekovetkezésének idejével és azok mértékével.

A pontyokkal végzett vizsgalatokban az egyszeri gyomorszondas applikaciot valasztottam, mig a
brojlercsirkék esetében ad libitum etetéses modszert alkalmaztam.

Mindkét allatfajnal mértem a lipidperoxidacios folyamatok iniciacios szakaszanak markereit, a
konjugalt diéneket és triéneket, valamint annak metastabil végtermékét a malondialdehidet.
Emellett a glutation redox rendszer tagjai koziil mértem a glutation-peroxidaz (GPx) aktivitasat,
valamint a redukalt glutation (GSH) mennyiségét. Ponty faj esetében a szakirodalom alapjan
rendelkezésemre allo Nrf2, Keapl illetve a Gpx4a és Gpx4b géneket, mig hazityuk faj esetén a
szakirodalom és génbanki szekvencidk alapjan a Gpx4, a Gss és Gsr géneket valasztottam
expresszios markernek.

Pontyoknal a takarmany tranzitideje 16 6ra, mig a brojlercsirkéknél mindkét korcsoportban (1 és
3 hetes) megkozelitéleg 6 ora volt. A brojlercsirkék genetikai szelekcidja soran az elsédleges cél
sok sz4z generacion keresztiil a legnagyobb novekedési erély elérése, és ennek révén a
metabolizmus intenzitasanak fokozasa volt, a legkedvezobb takarmanyértékesités mellett. Ennek
révén napjainkban a brojlercsirkék metabolizmusa rendkiviil intenziv. A ponty ezzel szemben
kevésbé szélséségesen nemesitett, valtozo testhomérsékletli allatfaj, amelyek metabolikus
aktivitasat elsédlegesen a kornyezeti hdmérséklet befolyasolja.

A pontyokkal végzett kisérletben az alkalmazott T-2 toxin dézisok 0,15; 0,33 ¢és 1,82 mg/kg
testtomeg, a DON esetében pedig 0,13; 0,31 és 1,75 mg/kg testtomeg voltak.

A brojlercsirkékkel végzett kisérletben az alkalmazott dozisok a pontyokkal végzett kisérletek
legnagyobb dézisahoz allnak kozelebb, az 1 hetes allatok esetében ugyanis 1,35 mg T-2 toxin/kg
testtomeg, illetve 1,75 mg DON/kg testtomeg voltak. A 3 hetes madarakkal végzett kisérlet soran
0,77 mg T-2 toxin/ kg testtomeg illetve 1,29 mg DON/kg testtomeg voltak az alkalmazott do6zisok.

Ennek alapjan megallapithato, hogy a két allatfaj esetén a kisérletek soran alkalmazott dozisok
egységnyi testtomegre vonatkoztatva hasonloak voltak. A viszonylag nagy doézisok
alkalmazaséaval célom akut toxicitas elérése volt. Fontos azonban kiemelni, hogy a brojlercsirkék
esetében az alkalmazott dozis (5,77 mg/kg takarmany) a DON esetében egyes években a
gyakorlatban is el6fordulhat, mig T-2 toxin esetében alkalmazott 4,86 mg/kg takarmany
szennyezettségi szint csak sz€lséséges esetekben fordulhat eld. A pontyoknal alkalmazott T-2
dozisok pedig a gyakorlatban nem fordulnak el6 (10,79; 23,67; illetve 130,82 mg/kg takarmany),
mig a DON esetében alkalmazott dézisok koziil a két kisebb (9,0; 22,15; illetve 125,92 mg/kg
takarmany) kirivo esetekben akar még a gyakorlatban is el6fordulhat.

Jol ismert, hogy a brojlercsirkék kevésbé érzékenyek a trichotecénvazas mikotoxinok irant, és a
domesztikalt baromfifélék kozott is ez a legkevésbé érzékeny allatfaj. Halakra vonatkozoan
ugyanakkor csak kevés adat all rendelkezésiinkre az egyes mikotoxinok iranti érzékenység
vonatkozasaban. A ponty altalanossagban kézepesen érzékeny fajnak tekinthetd, azonban csak
rendkiviil kevés adat all rendelkezésre a trichotecénvéazas mikotoxinokra vonatkozoan.
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Az altalam alkalmazott dozisok hatasara elhullast csak a legnagyobb T-2 toxinnal terhelt
csoportban tapasztaltam a pontyoknal, ami 19% volt. Brojlercsirkék esetén elhullas nem volt, a
T-2 toxin hatasara azonban 10%-ot meghaladé mértékii takarmany-visszautasitas jelentkezett
mindkét vizsgalt korcsoportban. Pontyokkal végzett kisérleteimben DON hatdsara, minden
alkalmazott dozis mellett, szignifikdns mértékii emelkedést tapasztaltam a lipidperoxidacios
paraméterekben, mig a T-2 toxin esetében csak hasonld tendenciaji valtozasok voltak
megfigyelhetdk. Ez az eredmény arra utal, hogy bar a két mikotoxin hasonld kémiai szerkezeti,
de a majban a DON, vagy az abbdl képzddo reaktiv metabolitok, hatékonyabban idéznek el6 ROS
képzddést, mig eredményeim alapjan a T-2 toxin metabolizdcidja soran kevéssé reaktiv
metabolitok keletkeznek.

Annak ellenére, hogy a ROS képzddés mérteke eltérd volt, a glutation redox rendszer altalam
vizsgalt paramétereiben mindkét mikotoxin minden alkalmazott dozisdnak hatasdra markans
valtozasokat figyeltem meg. A pontyokkal végzett kisérletekben a mikotoxin terhelést kovetd 16.
ora bizonyult kulcsfontossagu iddpontnak a biokémiai valtozasok szempontjabol, ami feltehetéen
Osszefligg a takarmany tranzit idejével, azaz a mikotoxinnal szennyezett takarmany felvételét
kovetden ennyi id0 sziikséges a mikotoxinok bélcsatornabol torténd felszivodasahoz, majd a méajba
torténd transzportjahoz és végiil hatasuk kifejtéséhez.

A mikotoxin terhelések hatdsdra a glutation redox rendszer szabalyozasaban szerepet jatsz6 gének
esetében is szignifikdns mértéki kiilonbségeket tapasztaltam, a Gpx4a és Gpx4b gének esetén
kezdeti gatlast kovetden indukcidt, ami a nagyobb dozisoknal elnytjtottan jelentkezett a mikotoxin
expoziciot kovetd 24. orara. Ez utdbbi hatds hatterében a nagyobb mennyiségli mikotoxin
felszivodasaban, illetve majban térténd metabolizmusaban fennalld iddbeli eltérés lehet.

Fontos kiemelni tovabba, hogy pontyokkal végzett kisérleteimben a DON ¢s T-2 toxin hasonld
mértéke nem adekvat markere a mikotoxinok altal el6idézett hatasoknak, mert az antioxidans
védelem aktivacidja a lipidperoxidacids folyamatok meginduldsat, majd kiteljesedését akar teljes
mértékben elfedheti, mint ahogy az a T-2 toxin esetében kimutathato volt.

A brojlercsirkékkel végzett kisérletekben a lipidperoxidacios paraméterekben nem tapasztaltam
relevans mértékii emelkedést egyik korcsoportban vagy mikotoxin hatasara sem. Tekintetbe véve
az alkalmazott dozisokat halakkal végzett vizsgalataimhoz képest ennek a kiilonbségnek oka lehet
a két allatfaj eltérd majban zajlo mikotoxin metabolizmusa, valamint annak intenzitasa is.

A T-2 toxin hatdsdra azonban a glutation redox rendszer gyors aktivalodasat figyeltem meg a
mesterségesen szennyezett takarmany felvételének megkezdését kovetd elsd 8 ordban mindkét
korcsoportban, amelyet az iddsebb, 3 hetes, allatokndl a 20. 6rdban egy tovabbi ismételt
aktivalddas kovetett. Ez a hatas pontynal is megfigyelhetd volt, azaz a trichotecénvazas mikotoxin
terhelés hatdsara aktivalodik az antioxidans véddrendszer, amely a lipidperoxidéacios folyamatok
kialakulasat megakadéalyozhatja még abban az esetben is, ha az adott mikotoxinok egyébként ROS
képzddést indukdlnak. DON hatdsara ugyanakkor a glutation redox rendszer nem aktivalodott
egyik korcsoportban sem, ami arra utal, hogy a baromfi, ezen beliil a brojlercsirke, nagymértékii
DON tolerancidja részben arra vezethetd vissza, hogy még nagyobb takarmany szennyezettségi
szint mellett sem idéz elé a majban olyan mértékti ROS képzddést, ellentétben a T-2 toxinnal,
amely a glutation redox rendszer aktivaciojat indukalnd. A génexpresszios eredmények alapjan
ugyanakkor levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a DON altal indukalt ROS képz6dés mar elérte azt
a kiiszob értéket, ami indukdlja a glutation redox rendszer szabalyozasaban résztvevd gének
expresszidjat. A génexpresszios vizsgalatok soran a Gpx4 esetében csak kismértékii valtozasokat
tapasztaltam, ami nem volt konzekvens sem az egyes korcsoportokon vagy az adott mikotoxinnal
kapcsolatban sem. Egy hetes madarakban a génexpresszid6 mindkét mikotoxin hatdsara nétt a
szennyezett takarmany fogyasztasanak megkezdését kovetd 8 oraban, ezt kovetéen a T-2 toxin
hatasara a 20. 6ratol csokkent. Harom hetes allatokban ugyanakkor csak a DON hatasara
tapasztaltam emelkedést, de csak a 20. orat kdvetden.
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A Gsr esetén a génexpresszid mértékében kettds hatast tapasztaltam, ezek tendencidja azonban
eltérd volt mind a korcsoportok, mind az alkalmazott mikotoxin expoziciok esetén.

A génexpresszios valtozasokkal kapcsolatban szeretném kiemelni, hogy a Gss ellentétes irdnyt
valtozasokat mutatott a két korcsoportban, az azonos koru allatoknal azonban mindkét mikotoxin
hatasara hasonlo6 tendencidju valtozas mutatkozott. Egy hetes madaraknal folyamatos csokkenést,
mig a 3 hetes allatoknal folyamatos emelkedést tapasztaltam mindkét mikotoxin hatasara. Ennek
alapjan levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy az dltalam vizsgalt molekularis markerek koziil a Gss
bizonyult a leghatékonyabban alkalmazhato markernek a T-2 toxin és DON életkori hatasainak
nyomon kovetésére. A génexpresszids valtozasokban kimutatott eltérések alatamasztjak azt a
feltevésemet, hogy a T-2 toxin hatasara gyors ROS képzddés, majd annak eliminaldsara gyors és
hatékony antioxidans valasz kovetkezik be, mig a DON hatasara a ROS képzddés mértéke ugyan
kicsi, de a folyamatos mikotoxin felvétel hatdsara a késobbiekben mar eléri azt a kiiszobértéket,
amely ha fehérje szinten még nem, de mRNS szinten méar kimutathato.
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5.2 Javaslatok

Az utobbi években a szakirodalomban illetve az adatbazisokban mar minden vizsgalt gén
szekvenciaja mindkét altalam vizsgalt allatfajra vonatkozoan elérhetd, ami kutatasaim kezdetekor
még nem volt teljes mértékben ismert. Ennek alapjan javaslom eddigi eredményeimre alapozva a
kutatdsok folytatdsat akar 0j cél génekkel egylitt, és mas kémiai szerkezetli mikotoxinok
vonatkozasaban is.

Javaslom tovabba mikotoxinok keverékének vizsgalatat is, mivel természetes koriillmények kozott
a gazdasagi allatok altalaban multimikotoxin szennyezett takarmanyokkal talalkoznak. Ennek
révén pedig vizsgalhatoak lennének az egyes mikotoxinok kozott fennallo additiv, szinergista vagy
€ppen antagonista hatasok is.

Végiil javaslom kisérletek folytatasat annak vizsgalatara is, hogy a mikotoxinok hatdsara kialakulo
oxidativ stressz mely természetes antioxidans vagy antioxidans keverék alkalmazasaval védhetd
ki hatékonyan, ezaltal informacidhoz juthatunk arra vonatkozdan, hogy mely természetes
hatdéanyagokkal tdmogathatd az 4llatok szervezete a mikotoxinok kéros hatdsaival szemben.
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